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1. Einleitung und Definition

Protein-bindende, bioaktive Molekgle sind die Aus-
gangspunkte fgr zukgnftige Arzneistoffe und werden in den
meisten F-llen in zwei klar voneinander getrennten Schritten
identifiziert und optimiert: Zun-chst werden niedermoleku-
lare Verbindungen synthetisiert oder aus natgrlichen Quellen
isoliert, danach werden ihre biochemischen Eigenschaften in
biologischen Testverfahren (Bioassays) untersucht (Abbil-
dung 1A). Beide Schritte kçnnen im Zuge des Optimie-
rungsprozesses iterativ durchlaufen werden. Dementspre-
chend ist die klassische Leitstruktursuche durch eine strikte
Trennung zwischen der Synthese und Zusammenstellung von
„chemischen Bibliotheken“ und deren Durchmusterung
(„Screening“) auf biologische Aktivit-t durch Protein-ba-
sierte oder zellul-re Assays charakterisiert.

Im Laufe der letzten 20 Jahre entwickelte sich jedoch ein
alternatives Konzept der Wirkstoffentdeckung, das auf die
Vereinigung der chemischen Synthese und der biologischen
Testung in einem Schritt abzielte.[1–3] Dieser Ansatz nutzt die
molekulare Erkennung von reaktiven, niedermolekularen
Fragmenten durch Proteine sowohl zur Assemblierung der
chemischen Liganden als auch zur Identifizierung von bio-
aktiven Fragmentkombinationen und wird daher als „Prote-
intemplat-gesteuerte Fragmentligation“ bezeichnet (Abbil-
dung 1B).

Proteintemplat-gesteuerte Fragmentligationen bieten aus
mehreren Grgnden eine vielversprechende Alternative zur
klassischen Wirkstofffindung: Durch die Zusammenfghrung
von chemischer Synthese und Bioassay zu einem Schritt kann
der anschließende Syntheseaufwand auf die Herstellung der
aktivsten Fragmentkombinationen beschr-nkt werden.
Daher zeichnet sich die Methode durch eine hohe Effizienz
aus und spart Zeit, Geld, Arbeitskraft und chemische Res-
sourcen. Bereits kleine Bibliotheken von wenigen Hundert
bis Tausend reaktiven Fragmenten reichen aus, um den rele-

vanten chemischen Raum abzudecken sowie eine riesige
Anzahl an mçglichen Fragmentkombinationen und Frag-
mentligationsprodukten zu untersuchen. Zudem ermçglichen
Fragmentligationen die Detektion von schwach affinen
Fragmenten fgr eine r-umlich aufgelçste Proteinbindungs-
stelle. Dies ist mçglich, weil die Bindung des reaktiven Pri-
m-rfragments oder der Proteinsonde die Bindung des Se-
kund-rfragments an einem genau definierten Ort verst-rkt.

In diesem Aufsatz werden wir den aktuellen Stand sowie
das Potenzial von Proteintemplat-gesteuerten Fragmentliga-
tionen in der Wirkstofffindung darstellen. Dazu schlagen wir
zun-chst eine umfassende Definition der Proteintemplat-ge-
steuerten Fragmentligationen vor:

Chemische Reaktionen zwischen zwei oder mehr nieder-
molekularen Verbindungen („Fragmenten“), welche die
Proteinoberfl-che als Katalysator nutzen, um die Bildung von
Proteinliganden mit erhçhter Bindungsaffinit-t zu beschleu-
nigen, werden als Proteintemplat-gesteuerte Fragmentliga-
tionen bezeichnet.

Diese Definition umfasst sowohl reversible als auch irre-
versible Ligationsreaktionen. Wir halten es fgr sinnvoll, beide
Reaktionstypen zusammen zu betrachten, da alle Templat-
gesteuerten Ligationen denselben biophysikalischen Geset-
zen unterliegen, dieselben Anforderungen an die Detektion
der Ligationsprodukte stellen und eindrucksvolle Beitr-ge

Proteintemplat-gesteuerte Fragmentligationen sind ein neuartiges
Konzept zur Unterstgtzung der Wirkstofffindung und kçnnen dazu
beitragen, die Wirksamkeit von Proteinliganden zu verbessern. Es
handelt sich dabei um chemische Reaktionen zwischen niedermole-
kularen Verbindungen („Fragmenten“), die die Oberfl-che eines
Proteins als Reaktionsgef-ß verwenden, um die Bildung eines Prote-
inliganden mit erhçhter Bindungsaffinit-t zu katalysieren. Die Me-
thode nutzt die molekulare Erkennung kleiner reaktiver Fragmente
durch die Proteine sowohl zur Assemblierung der Liganden als auch
zur Identifizierung bioaktiver Fragmentkombinationen. Chemische
Synthese und Bioassay werden dabei in einem Schritt vereint. Dieser
Aufsatz diskutiert die biophysikalischen Grundlagen der reversiblen
und irreversiblen Fragmentligationen und gibt einen 3berblick gber
die Methoden, mit denen die durch das Proteintemplat gebildeten
Ligationsprodukte detektiert werden kçnnen. Der chemische Reakti-
onsraum und aktuelle Anwendungen wie auch die Bedeutung dieses
Konzeptes fgr die Wirkstofffindung werden erçrtert.
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zur Wirkstofffindung geleistet haben. Dargber hinaus bietet
diese Definition eine klare Abgrenzung Templat-gesteuerter
Fragmentligationen von anderen katalytischen Transforma-
tionen durch Proteine, z. B. die Umsetzung von Enzymsub-
straten. Bemerkenswerterweise sind Proteintemplat-gesteu-
erte Fragmentligationen, die der obigen Definition folgen, ein
nachgewiesener Wirkmechanismus mehrerer zugelassener

Arzneistoffe, was zeigt, dass derartige Re-
aktionen auch unter physiologischen Bedin-
gungen effektiv ablaufen kçnnen. Der gegen
Parkinson eingesetzte Wirkstoff Carbidopa
bindet beispielsweise an das Enzym DOPA-
Decarboxylase und reagiert mit dem Cofak-
tor Pyridoxalphosphat unter Bildung eines
Hydrazons als aktiven Inhibitors (Abbil-
dung 2A).[4] In -hnlicher Weise reagiert das
Antikonvulsivum Vigabatrin gber einen
Proteintemplat-gesteuerten Mechanismus
mit dem Cofaktor der GABA-Transaminase.
Dabei wird ein Michael-Akzeptor gebildet,
der das Enzym im Anschluss irreversibel
hemmt (Abbildung 2B).[5] Weitere Beispiele
fgr Proteintemplat-gesteuerte Fragmentliga-
tionen bei zugelassenen Arzneistoffen finden
sich bei Selegilin[6] (reagiert mit dem Co-
faktor FAD im fgr die Depressionstherapie
relevanten Zielprotein Monoaminooxidase)
sowie Isoniazid (reagiert mit NAD+ in der
Katalase aus Mycobacterium tuberculosis).

Da Fragmentligationen auf den thermo-
dynamischen Wechselwirkungen zwischen den Fragmenten
und dem Protein beruhen, erl-utern wir in Abschnitt 2 zu-
n-chst die biophysikalischen Grundlagen von Proteintem-
plat-gesteuerten Fragmentligationen, um zu verdeutlichen,
welches grundlegende Potenzial diese Methode bietet. Ab-
schnitt 3 legt den Schwerpunkt auf die Detektion der Ligati-
onsprodukte, die nach wie vor eine große Hgrde in Frag-
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Abbildung 1. A) Beim klassischen Ansatz der Wirkstofffindung werden große, im Voraus
synthetisierte chemische Bibliotheken von wirkstoffartigen Molekflen mittels Bioassay ge-
testet, um Hits zu generieren. B) Bei Templat-gesteuerten Fragmentligationen wird eine
sehr viele kleinere Sammlung reaktiver Fragmente verwendet, die meist ein Molekularge-
wicht von <250 Da haben. Die Assemblierung der Fragmente auf dem Proteintemplat er-
mçglicht die Verbindung von Synthese und Identifizierung der bioaktiven Fragmentkombi-
nationen zu einem Schritt.
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mentligationsassays darstellt (Abschnitt 3). In Abschnitt 4
geben wir einen 3berblick gber die bisherigen chemischen
Reaktionen, die fgr eine Templat-gesteuerte Ligation ver-
wendet wurden, und diskutieren mçgliche zukgnftige Er-
weiterungen des bestehenden Reaktionsrepertoires. Rever-
sible Reaktionen, die im Rahmen der dynamisch-kombina-
torischen Chemie untersucht wurden,[7–14] sowie irreversible
Reaktionen, die auch als Ziel-geleitete Synthesen (target-
guided synthesis, TGS) bezeichnet worden sind,[15] werden
zusammen behandelt, da beide Reaktionsarten Beispiele fgr
Templat-gesteuerte Ligationen liefern und die genaue Ein-
ordnung einer chemischen Reaktion in eine der beiden Ka-
tegorien oft schwierig ist. Repr-sentative aktuelle Anwen-
dungen von Templat-gesteuerten Ligationen in der Fragment-
basierten Wirkstofffindung (FBWF) werden in Abschnitt 5
dargestellt, um zu zeigen, wie weit sich die Methode bis heute
entwickelt hat. Abschließend werden wir in Abschnitt 6 den
gegenw-rtigen Stand von Proteintemplat-gesteuerten Frag-
mentligationen diskutieren, wobei die St-rken und die fgr den
Erfolg der Methode notwendigen Voraussetzungen erçrtert
werden. Dabei wird auch die Frage beantwortet, inwiefern
Templat-gesteuerte Fragmentligationen eine Erg-nzung zu
den klassischen Methoden des Liganden-Screenings und der
Fragment-basierten Wirkstofffindung sein kçnnen. Als Ab-

schluss folgt ein Ausblick auf Relevanz
und mçgliche Weiterentwicklungen der
Methode fgr die Wirkstofffindung der
Zukunft.

2. Biophysikalische Grundlagen
Proteintemplat-gesteuerter
Fragmentligationen

In einer Proteintemplat-gesteuerten
Fragmentligation fungiert das Protein
als Katalysator fgr die Assemblierung
eines Proteinliganden ausgehend von
schwach bindenden, niedermolekularen
Fragmenten. Dabei werden die che-
misch reaktiven Molekglfragmente ko-
valent miteinander verkngpft und bilden
dadurch eine Fragmentkombination mit
erhçhter Bindungsaffinit-t und verbes-
serter biologischer Aktivit-t. Dieser
Prozess setzt das Vorhandensein eines
chemisch reaktiven, dynamischen Sys-
tems voraus, das dazu in der Lage ist,
sich auf molekularer Ebene durch die
Kngpfung und – im Fall der reversiblen
Reaktionen – auch die Spaltung von
kovalenten Bindungen anzupassen. Das
System entwickelt sich so in einen ther-
modynamisch ggnstigeren Zustand und
bringt dabei optimierte Proteinligand
hervor. Solche adaptiven Systeme sind
Beispiele fgr molekulares Lernen, wobei
der Terminus „Lernen“ hier als Um-
schreibung eines adaptiven, chemisch

ver-nderbaren und sich selbst optimierenden Systems ver-
standen werden kann.

Die Additivit-t der freien Bindungsenergien (Gibbs-
Energien) stellt dabei die treibende Kraft der Proteintemplat-
gesteuerten Fragmentligationen dar (Abbildung 3).[16, 17] Zwei
Fragmente binden unabh-ngig und ohne 3berlappungen mit
den freien Bindungsenergien DG1 bzw. DG2 an ein Protein.[18]

Werden die beiden Fragmente nun durch eine reversible oder
irreversible chemische Reaktion miteinander verkngpft,
ergibt sich eine freie Bindungsenergie fgr das gebildete Li-
gationsprodukt von DGlig = DG1 + DG2 + X, wobei X fgr den
Wert der Abweichung von der Addition der Bindungsener-
gien steht. Fgr den Fall, dass die kovalente Verkngpfung
zweier Fragmente zur strikten Additivit-t der Bindungsener-
gien fghrt (X = 0), erh-lt man die resultierende Bindungsaf-
finit-t (KD) der Fragmentkombination als Produkt der Bin-
dungsaffinit-ten der Ausgangsfragmente: KD = e@DG/RT =

KD1KD2.
[19, 20] Haben zwei Fragmente z. B. einen KD-Wert von

1 mm, ergibt sich als resultierende Bindungsaffinit-t des Li-
gationsprodukts ein KD-Wert von 1 mm. Bedingt durch zu-
s-tzliche, vom Linker beigetragene Bindungsenergie oder
aufgrund des erfolgten Entropiegewinns kçnnen Fragment-
kombinationen auch eine massive Superadditivit-t der Bin-
dungsenergien aufweisen, was eine noch st-rkere Erhçhung

Abbildung 2. Proteintemplat-gesteuerte Fragmentligation ist der Wirkmechanismus von einigen
klinisch zugelassenen Wirkstoffen, z. B. Carbidopa (A) und Vigabatrin (B).
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der Bindungsaffinit-ten zur Folge hat.[19] Gleichermaßen
kann die Verkngpfung von zwei Fragmenten die freie Bin-
dungsenergie des Ligationsprodukts reduzieren, wenn der
Linker die Bindung erschwert.

3. Detektion von Protein-bindenden Fragmenten
und Fragmentligationsprodukten

Die Detektion von Protein-bindenden Fragmenten ist
eine anspruchsvolle Aufgabe und bis heute eine der ent-
scheidenden Einschr-nkungen bei der Entwicklung und An-
wendung von Fragment-basierten Methoden in der Wirk-
stofffindung. Der Hauptgrund fgr dieses Detektionsproblem
ist die schwache Affinit-t der Protein-bindenden Fragmente,
sodass hohe Konzentrationen bençtigt werden, um ein De-
tektionssignal zu erzeugen und mçglicherweise zu s-ttigen. In
einigen Assays, z.B. bei der Fluoreszenzanisotropie oder der
S-ttigungstransferdifferenz(STD)-NMR-Spektroskopie,
kann stattdessen eine hohe Proteinkonzentration verwendet
werden, um die Bindung eines niedermolekularen Liganden
zu s-ttigen. Gegengber anderen Fragment-basierten Metho-
den, bei denen keine Verkngpfung der Fragmente erfolgt, ist
bei der Proteintemplat-gesteuerten Fragmentligation das
Detektionsproblem durch die erhçhte Affinit-t des Ligati-
onsprodukts erheblich reduziert. Dadurch ist es grunds-tzlich
mçglich, auch niedrigaffine Fragmente zu detektieren, die in
anderen Fragment-basierten Assays z. B. infolge begrenzter
Lçslichkeit unentdeckt geblieben w-ren. Generell mgssen
Fragmente in Konzentrationen eingesetzt werden, die ihre
Dissoziationskonstanten (KD-Werte) mindestens um das 10-
Fache gbersteigen, um ein starkes, ges-ttigtes Messsignal zu
erzeugen. Im Unterschied dazu werden bei Fragmentligati-
onsassays typischerweise Konzentrationen des Startfragments
unterhalb des KD-Werts eingesetzt, um so lediglich eine par-
tielle Inhibition zu erreichen, die danach durch die Bildung

des st-rker bindenden Ligationsprodukts ges-ttigt werden
kann.

Obwohl die Detektion von Fragmentligationsprodukten
dadurch gegengber der Bestimmung von Einzelfragmenten
deutlich erleichtert wird, bleibt sie aus mehreren Grgnden
anspruchsvoll: Da das Ligationsprodukt eine hçhere Affinit-t
zum Zielprotein aufweist als die Ausgangsfragmente, ist die
Bildung des Produkts auto-inhibiert, und die Menge des ge-
bildeten Produkts ist durch die eingesetzte Konzentration des
Proteintemplats begrenzt. Daraus ergibt sich, dass die Frag-
mentligationsprodukte stets vor einem hohen Hintergrund
durch gberschgssige Einzelfragmente detektiert werden
mgssen.

Andere Herausforderungen kçnnen durch die Reaktivit-t
der Fragmente im Assay entstehen. W-hrend einige reaktive
Fragmente tats-chlich bioorthogonal sind (z. B. die Start-
fragmente, die fgr dipolare Cycloadditionen eingesetzt
werden), kommen bei vielen Fragmentligationen elektrophile
Fragmente zum Einsatz, die auch mit den im Protein vor-
handenen Nukleophilen reagieren kçnnten. Daher werden
routinem-ßig Kontrollexperimente durchgefghrt, die eine
Unterscheidung des Effekts eines Einzelfragments vom
Effekt der Fragmentkombination ermçglichen und damit die
Interferenz solcher Nebenreaktionen mit dem Assay-Ausga-
besignal verhindern. Zus-tzlich ist es ratsam, im Rahmen der
Hit-Validierung einen unabh-ngigen zweiten Assay heran-
zuziehen, um somit mçgliche falsch-positive Hit-Fragmente
zu entlarven.

Einige der klassischen Analysemethoden wurden bereits
breit fgr die Detektion von Templat-gesteuerten Fragment-
ligationen eingesetzt oder daran angepasst (Abbildung 4). In
den meisten Arbeiten wurden chromatographische Metho-
den verwendet, gewçhnlich in Kombination mit Massen-
spektrometrie-gekoppelter Flgssigchromatographie (LC-
MS).[13, 21–30] In einigen Beispielen wurden speziell entwickelte
NMR-Methoden genutzt.[31–36] Außerdem wurden Fragment-
ligationen rçntgenkristallographisch untersucht.[37–42] Als
wichtige Erg-nzung wurde in den letzten Jahren die Detek-
tion von Ligationsprodukten durch verschiedene Bioassays
entwickelt.[1, 10, 43–48]

Die Detektion von Fragmentligationsprodukten durch
LC-MS wurde in den letzten 20 Jahren durch die rasante
Entwicklung dieser Methode deutlich erleichtert, sowohl im
Hinblick auf die chromatographische Trennung als auch
hinsichtlich der Empfindlichkeit der Massendetekto-
ren.[13, 25–28] Dabei wurden nicht nur die Detektion, sondern
auch die Quantifizierung und die Strukturaufkl-rung der Li-
gationsprodukte durch den Einsatz von Extracted-Ion- oder
Single-Ion-Chromatographie sowie MS-MS erheblich ver-
bessert. Einige Einschr-nkungen bestehen jedoch weiterhin.
Da die chromatographische Trennung Zeit bençtigt, eignet
sich die Detektion mit LC-MS am besten fgr irreversible oder
quasi-irreversible Reaktionen.[15, 49] Im Fall von reversibel
gebildeten Ligationsprodukten kann deren Fixierung durch
eine chemische Reaktion oder die Verschiebung des pH-
Werts eine Option sein. Diese Strategie wurde z.B. in der
grundlegenden Arbeit von Huc und Lehn gber „virtuelle
chemische Bibliotheken“ verfolgt, in der instabile Imin-Li-
gationsprodukte durch chemische Reduktion zu stabilen

Abbildung 3. Die durch Fragmentligation bedingte Additivit-t der Bin-
dungsenergien resultiert in verst-rkter Bindungsaffinit-t von Fragment-
ligationsprodukten.
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Aminen umgesetzt wurden.[21] Eine zweite Einschr-nkung
der LC-MS-Detektion kann sich durch das in der Fragment-
ligation verwendete Puffersystem ergeben. Viele der in den
Ligationsassays verwendeten Pufferionen stçren die Detek-
tion des Ligationsprodukts im Massendetektor, wohingegen
LC-MS-geeignete Puffersalze, beispielsweise Ammonium-
formiat oder -acetat, durch Versetzen mit einem großen
3berschuss an reaktiven Nukleophilen wiederum die Li-
gationsreaktion beintr-chtigen kçnnen. In den letzten
Jahren hat sich die native Massenspektrometrie zu einer
ausgereiften Detektionsmethode im Bereich der Protein-
bindenden Fragmente entwickelt. Daher ist es sehr wahr-
scheinlich, dass diese Technik auch bei der Detektion von
Fragmentligationsprodukten ihren Einzug halten wird.[50–53]

Gegengber LC-Methoden hat die NMR-Spektroskopie
den großen Vorteil, dass die erfolgte Ligation direkt in der
Assaylçsung nachgewiesen werden kann. Da fgr die klas-
sische NMR-Spektroskopie jedoch eine hohe Konzentrati-
on des Ligationsprodukts (mm) in einem Volumen von etwa
0.5 mL bençtigt wird, damit eine chemische Analyse
durchgefghrt werden kann, sind auch dementsprechend
hohe Proteinmengen vonnçten.[54] Daher ist die Methode
nur anwendbar, wenn große Mengen an Protein zur Ver-
fggung stehen und nur wenige Experimente mit geringem
Durchsatz durchgefghrt werden sollen. Durch Einsatz eines
Gemisches reaktiver Fragmente kann der Durchsatz erhçht
werden, wenn die Fragmentligation reversibel und kovalent
verl-uft.[33, 55–57] Diese Gemische werden als dynamisch-
kombinatorische Bibliothek (DKB) oder dynamisch-kova-

lente Bibliothek bezeichnet, und mit ihnen ist es prinzipiell
mçglich, alle potenziellen Kombinationen der eingesetzten
Fragmentbausteine zu erzeugen. Wird z. B. eine Anzahl von
n und m verschiedenen komplement-ren Fragmenten einge-
setzt, kçnnen bis zu n X m unterschiedliche Produkte erhalten
werden. Das Proteintemplat verschiebt das Gleichgewicht
zugunsten des am st-rksten gebundenen und daher auch am
besten stabilisierten Ligationsprodukts. Dieses kann an-
schließend durch eine der klassischen Detektionsmethoden
nachgewiesen werden.

Mehrere NMR-Methoden wurden speziell an die Detek-
tion von Fragmentligationsprodukten angepasst. So unter-
suchten Ramstrçm et al. mittels 1H-STD-NMR-Spektrosko-
pie die Proteintemplat-gesteuerte Bildung von Halbthioace-
talen in w-ssrigem Milieu (Abbildung 5).[58] 1H-STD-NMR-
Spektroskopie nutzt den selektiven Transfer von Proteinma-
gnetisierung auf einen reversibel gebundenen Liganden, was
in diesem Beispiel dazu verwendet wurde, um bindende
Fragmente einer DKB zu identifizieren. Fgr den generellen
Machbarkeitsnachweis wurde das Zielprotein b-Galactosid-
ase gew-hlt, das die Hydrolyse von O-b-Galactosiden kata-
lysiert und keinen Cystein-Aminos-urerest im aktiven Zen-
trum enth-lt. Ein Gemisch aus fgnf Thiolen und zwei Alde-
hyden wurde verwendet, was zu einer mçglichen Bildung von
zehn unterschiedlichen Halbthioacetalen fghrte. 1-b-Mercap-
to-d-galactose zeigte dabei eine st-rkere Bindung an das
Zielprotein als die vier anderen Thiole und vergrçßerte die
Signale beider Aldehyde im STD-Spektrum stark – vermut-
lich durch die Bildung von Halbthioacetalen. 3berraschend
war, dass die Bindung der beiden Zucker nicht durch Zugabe
des Substrats verhindert werden konnte, was darauf schließen
l-sst, dass zus-tzliche allosterische Bindungsstellen fgr die
beiden Fragmente vorhanden sind. Eine der Thiol-Aldehyd-
Kombinationen fghrte zu einer deutlichen Abnahme des
Substratumsatzes und weist damit ebenfalls auf die Bildung
von Halbthioacetalen als aktiven Inhibitoren hin. Ein weite-

Abbildung 4. 3berblick fber die bisher verwendeten analytischen Me-
thoden zur Detektion von Fragmentligationsprodukten.

Abbildung 5. Verwendung von 1H-STD-NMR-Spektroskopie zur Detektion von Prote-
intemplat-gebildeten Halbthioacetalen. Das Enzym ffhrt zur Selektion des besten
Inhibitors aus der dynamisch-kombinatorischen Bibliothek.[58]
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res Anwendungsbeispiel von STD-
NMR-Spektroskopie wurde kgrz-
lich von der Gruppe um Hirsch pu-
bliziert.[36] In einer aktuellen Verçf-
fentlichung von Leung et al. konn-
ten Fragmentligationsprodukte
mittels 11B-NMR-Spektroskopie
nachgewiesen werden (siehe Abbil-
dung 10, Abschnitt 5).[59]

Außer den Liganden-basierten
NMR-Methoden wurden auch die
Protein-basierten NMR-Methoden
intensiv zur Detektion von Protein-
bindenden Fragmenten einge-
setzt.[60,61] Protein-NMR-Spektro-
skopie nutzt in vielen F-llen Pro-
teine, die mit 13C- und 15N-Isotopen
hergestellt worden sind, um damit
eine Verst-rkung des NMR-Signals
zu erreichen. Die Bindung von Fragmenten kann anschlie-
ßend z.B. in 2D-HSQC-Experimenten bestimmt werden,
indem die inderungen der chemischen Verschiebung unter-
sucht werden. Die Methode wurde als „Struktur-Wirkungs-
Beziehung durch NMR-Spektroskopie“ vorgestellt und hat
den großen Vorteil, dass auch Informationen zur Bindungs-
stelle des Fragments gewonnen werden kçnnen, wenn die
Signale im NMR-Spektrum der Proteinstruktur zugeordnet
werden.[62] Protein-basierte NMR-Spektroskopie kann auch
eine hilfreiche Methode zur Untersuchung von Fragmentli-
gationen sein, jedoch konnten von uns bisher keine Anwen-
dungen dazu gefunden werden.

Rçntgenkristallographie findet breite Anwendung im
Bereich der Fragment-basierten Wirkstofffindung. Die At-
traktivit-t der Methode beruht dabei auf den detaillierten
Strukturinformationen, die vom Fragment-Protein-Komplex
erhalten werden.[63] Diese Informationen kçnnen beim
Design von Fragmentkombinationsprodukten enorm hilf-
reich sein. In einigen Arbeiten wurde bereits die Protein-
kristallographie zur Detektion von Fragmentligationspro-
dukten verwendet.[37–42]

Die schnelle und parallele Detektion von potenten Frag-
mentligationsprodukten wurde schließlich durch die Einfgh-
rung von Aktivit-ts-basierten Bioassays erreicht. Die Strate-
gie wurde zun-chst als dynamisches Ligations-Screening
(DLS) bezeichnet, da anfangs reversible Ligationsreaktionen
untersucht wurden. DLS erhçhte die Empfindlichkeit, mit der
Liganden detektiert werden kçnnen, erheblich, und so
konnten durch ortsaufgelçstes Screening niedrigaffine Frag-
mente mit KD-Werten im millimolaren Bereich gefunden
werden (Abbildung 6).[10, 43] Aktivit-ts-basierte Detektions-
methoden bençtigen nur minimale Mengen an Protein; ge-
wçhnlich reichen bereits Konzentrationen im niedrigen na-
nomolaren Bereich aus. Sie kçnnen mit der Standardaus-
stattung fgr biochemische Assays, beispielsweise Mikrotiter-
platten und automatisierte Pipettierstationen zum Transfer
der Fragmentbibliotheken, durchgefghrt werden. Bei enzy-
matischen Assays ist die Empfindlichkeit durch die katalyti-
sche Aktivit-t des Zielproteins noch zus-tzlich erhçht, da ein
schneller Umsatz von vielen fluorogenen/chromogenen Sub-

stratmolekglen erfolgt. Resonanter Fluoreszenzenergie-
transfer (FRET) konnte ebenfalls zur Detektion von Frag-
mentkombinationen eingesetzt werden.[44] Um die hçchste
Empfindlichkeit zu erreichen, muss das reaktive, prim-re
Fragment in einer Assaykonzentration eingesetzt werden, die
zu 10–20-prozentiger Inhibition fghrt und dadurch ein
Messfenster von 80–90% zur Detektion der verst-rkten In-
hibition nach Versetzen mit dem sekund-ren Fragment offen
l-sst.

Mittlerweile sind verschiedene Formate von Bioassays an
das dynamische Ligations-Screening angepasst worden (Ab-
bildung 7). Wie bereits beschrieben, kann ein fluorogenes
Substrat in einem Kompetitionsassay verwendet werden, wo
es mit dem Fragmentligationsprodukt um die Bindungsstelle
am Protein konkurriert. In diesem Assay fghrt die beste
Fragmentkombination zur st-rksten Inhibition der enzyma-
tischen Reaktion (Abbildung 7 A).

Alternativ kann auch das Substrat selbst eine reaktive,
funktionelle Gruppe tragen, die sich zur Fragmentligation
eignet. Das angekngpfte Fragment kann dabei zu einer Er-
hçhung der Substrataffinit-t zum Zielprotein fghren. Derar-
tige Substrat-Verst-rkungsassays (Abbildung 7B) ermçgli-
chen die ortsaufgelçste Identifizierung von Fragmenten, die
an sekund-re Bindungsstellen binden und dadurch zu einem
beschleunigten Substratumsatz fghren.[45] Mit diesem Assay-
format kçnnen auch kompetitiv bindende Liganden erfasst
werden. Im speziellen Fall, dass das reaktive, fluorogene
Molekgl ohne angekngpftes Fragment komplett inaktiv ist,
wurde es als ein Pr-substrat bezeichnet, das sich besonders fgr
die empfindliche Detektion von kurzlebigen, chemisch in-
stabilen Ligationsprodukten, z. B. von Halbacetalen und
Halbthioacetalen, eignet.[46] Die Methode wurde eingesetzt,
um Fragmente zu identifizieren, die an sekund-re Bin-
dungsstellen von Serinproteasen[46] und Protein-Tyrosin-
Phosphatasen (PTPs)[45] binden. Im Fall der Protein-Tyrosin-
Phosphatasen konnten so spezifische, sekund-re Bindungs-
taschen besetzende Fragmente gefunden werden, die als
Startpunkt fgr PTP-spezifische Inhibitoren genutzt wurden.

Das Prinzip der Bioaktivit-ts-basierten Detektion von
Fragmentligationsprodukten konnte von enzymatischen

Abbildung 6. Konzept des dynamischen Ligations-Screenings (DLS). Ein fluorogenes Substrat kon-
kurriert mit dem reaktiven, inhibitorischen Fragment 1 um das aktive Zentrum der Protease. Zugabe
des reaktiven Fragments 2 ffhrt zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten der kovalen-
ten Verknfpfung der beiden Fragmente auf der Oberfl-che des Proteins, was wiederum mit einer
Erhçhung der Inhibition einhergeht.
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Assays auch auf Proteinbindungsassays ausgeweitet werden,
wodurch die Identifizierung von Liganden nichtenzymati-
scher Bindungsstellen mçglich wurde. Proteinbindungsassays
kçnnen prinzipiell in homogener Lçsung oder in einem he-
terogenen System durchgefghrt werden, wenn einer der
Bindungspartner zuvor auf einer Festphase oder Oberfl-che
immobilisiert wurde. Ein homogener Bindungsassay fgr
Proteintemplat-gesteuerte Fragmentligationen konnte z. B.
durch Detektion mittels Fluoreszenzpolarisation (FP), auch
bekannt als Fluoreszenzanisotropie, entwickelt werden (Ab-
bildung 7 C,D).[47] Fgr diesen Assay wurde ein reaktives,
Protein-bindendes Peptidfragment mit einem Fluorophor
markiert. Der FP-Ligand (10 nm) wurde dazu in einer Puff-
erlçsung gelçst, die das Zielprotein in einer Konzentration
enthielt, die zu 50-prozentiger Bindung des Liganden fghrte.
Anschließend wurde eine Fragmentbibliothek auf Substanzen
durchmustert, die zu einer Ver-nderung des FP-Signals
fghren. Der Assay ermçglichte die Identifizierung von sowohl
kompetitiven (Abbildung 7C) als auch verst-rkenden Frag-
menten (Abbildung 7D) innerhalb eines Experiments.
Gleichzeitig konnte bei diesem Versuch der Proteintemplat-
effekt fgr die Fragmentkombination mit dem hçchsten Ver-
st-rkungseffekt quantifiziert werden. Reduktive Aminierung

des markierten Fragments mit dem am besten verst-rkenden
Fragment lieferte einen pikomolaren Inhibitor. Wie Enzym-
inhibitionsassays kçnnen auch die homogenen Proteinbin-
dungsassays (z.B. FP-Assays) im Hochdurchsatzformat, in
niedrigen Volumina und bei geringen (nm) Proteinkonzen-
trationen durchgefghrt werden, vorausgesetzt ein Ligand mit
ausreichender Affinit-t ist als Startpunkt vorhanden.

Markierungsfreie, homogene Proteinbindungsassays
w-ren eine vielversprechende Erg-nzung zur Detektion von
bioaktiven Fragmentligationsprodukten. Beispielsweise
werden zunehmend Thermal-Shift-Assays zur Detektion von
Protein-Ligand-Komplexen eingesetzt.[65, 66] Bei dieser Me-
thode wird die Entfaltung eines Proteins (auch als „Schmel-
zen“ bezeichnet) bei steigender Temperatur untersucht,
indem Fluorophore eingesetzt werden, die bei Kontakt mit
dem hydrophoben Kern eines sich entfaltenden Proteins zu
erhçhter Fluoreszenz fghren. Eine Bindung des Fragments
kann durch eine deutliche Erhçhung der Schmelztemperatur
des Proteins festgestellt werden, bedingt durch die freie
Bindungsenergie des Liganden. Noch mehr thermodynami-
sche Daten zur Bindung von Fragmenten kçnnen durch die
isothermale Titrationskalorimetrie erhalten werden, eine
Technik, die mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls eine

Abbildung 7. 3berblick und repr-sentative Beispiele zur Detektion von Templat-gebildeten Fragmentkombinationen mittels Bioaktivit-ts-basierter
Detektionsmethoden.
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Rolle in zukgnftigen Projekten spielen wird – obwohl sie hohe
Proteinmengen bençtigt und sich nur fgr Anwendungen mit
geringem Durchsatz eignet.[67–70] Auch heterogene Protein-
bindungsassays wurden zur Untersuchung von Protein-bin-
denden Fragmenten eingesetzt. Bei diesen Methoden werden
unmarkierte Fragmente eingesetzt, jedoch ist eine kovalente
Immobilisierung oder die Bindung an eine Affinit-tssonde,
wie Biotin, erforderlich.[71–74]

Kgrzlich konnte die Bioaktivit-ts-basierte Detektion von
Fragment-Ligationsprodukten sogar auf die gegengber Pro-
teinassays noch deutlich komplexeren Zellexperimente aus-
geweitet werden.[75, 76] Maki et al. berichteten von der intra-
zellul-ren Bildung von Inhibitor 3 des Proteins 14-3-3 durch
eine intrazellul-re Oximligation (Abbildung 8). 14-3-3
wechselwirkt gber Protein-Protein-Interaktionen (PPIs), die
besonders schwer zu inhibieren sind, da die Wechselwirkun-
gen von großen und dynamischen Interaktionsfl-chen von
Molekglen unterbrochen werden mgssen, die gber zellul-re
Aufnahme an den Wirkort gelangen mgssen. Die Autoren
konnten dabei feststellen, dass reaktive Aldehydderivate von
Fusicoccin A (Fc, 1) an eine hydrophobe Tasche binden, die
benachbart zur Bindungsstelle des Peptids 2 ist, das seiner-
seits eine Hydroxylamingruppe tr-gt. Es konnte in vitro ge-
zeigt werden, dass in Gegenwart von Protein 14-3-3 eine
Templat-gesteuerte Bildung des hetero-bivalenten Ligati-
onsprodukts 3 erfolgte, das sich als potenter Oximinhibitor
herausstellte. Als N-chstes wurde die intrazellul-re Bildung
von 3 in stabil transformierten HEK293-Zellen (Flag-14-3-3-
z-Zelllinie) untersucht. Durch Hochleistungs-Flgssigchro-

matographie (HPLC) konnte nachgewiesen werden, dass 3 in
Zellen, die mit 1 und 2 behandelt wurden, gebildet wurde und
zum st-rksten zytotoxischen Effekt fghrte. Die chemisch
synthetisierte Referenzverbindung 3 zeigte hingegen keine
Aktivit-t, vermutlich wegen des erhçhten Molekulargewichts,
das die Aufnahme in die Zellen erschwert (Abbildung 8).[77]

Somit zeigt diese Studie, dass auch grçßere Molekgle, die
potenziell dazu in der Lage sind, PPIs zu modulieren, durch
intrazellul-re Proteintemplat-gesteuerte Fragmentligation
gebildet werden kçnnen.

Insgesamt haben die erheblichen Fortschritte bei den
Detektionsmethoden in den letzten Jahren – besonders bei
den Bioaktivit-ts-basierten Methoden, aber auch bei den
klassisch analytischen sowie den biophysikalischen Detek-
tionsmethoden – die Identifizierung bioaktiver Fragmentli-
gationsprodukte in Proteinbindungsassays wie auch in den
enzymatischen und zellul-ren Assays erheblich erleichtert.
Diese Entwicklung wird zukgnftig die Entdeckung weiterer
Beispiele von Templat-gesteuerten Fragmentligationen er-
mçglichen und damit zu einer erfolgreichen Anwendung der
Fragmentligationsassays beitragen.

4. Die Chemie Proteintemplat-gesteuerter Frag-
mentligationen

Zahlreiche Reaktionstypen wurden bereits fgr Templat-
gesteuerte Fragmentligationen verwendet. Hier werden wir
einen 3berblick gber diese Reaktionen geben, uns dabei auf

Neuzug-nge zu diesem Repertoire
konzentrieren und einen Ausblick
auf zu erwartende zukgnftige Er-
weiterungen geben. Aus der Per-
spektive der praktischen Anwen-
dung ist der Grad der Reversibilit-t
der Ligationsreaktion ein wichtiges
Kriterium, da sie die Detektion und
die Isolierung der Ligationspro-
dukte beeinflusst. Daher wurden
die in Templat-gesteuerten Frag-
mentligationen genutzten Reaktio-
nen hier entsprechend ihrer Rever-
sibilit-t geordnet (Tabelle 1).

Additionen von Heteronukleo-
philen an aliphatische oder aroma-
tische Aldehyde/Ketone sind typi-
sche reversible Ligationsreaktio-
nen, die in w-ssriger Lçsung wegen
der niedrigen Aktivierungsbarriere
mit schneller Gleichgewichtsein-
stellung verlaufen. In Abh-ngigkeit
vom eingesetzten Nukleophil
zeigen sich jedoch deutliche Un-
terschiede bezgglich der Reversi-
bilit-t und Kinetik der Reaktionen.

Halbacetale und Halbthioace-
tale werden durch Templat-gesteu-
erte Fragmentligation von Aldehy-
den mit Alkoholen bzw. Thiolen

Abbildung 8. A) Intrazellul-re Bildung des Protein-14-13-3-Inhibitors 3 durch Proteintemplat-gesteuerte Oximli-
gation. B) Zytotoxizit-tsassay von HEK293: Flag-14-3-3-z-Zellen wurden mit Konzentrationen von jeweils 20 mm
der Verbindung 1, 2, 3 sowie 1 und 2 kombiniert behandelt. C) HPLC-Analytik der intrazellul-ren Bildung des
Oximligationsprodukts 3.[77]
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schnell in w-ssriger Lçsung gebildet, obwohl sie nicht als
stabile Ligationsprodukte isoliert werden kçnnen.[46, 58, 78,79]

Die Bildung von Halbacetalen und Halbthioacetalen als Li-
gationsprodukte ist durch den mit dem Heteronukleophil

konkurrierenden, hohen molaren 3berschuss an Wasser
(55m) erschwert, das Hydrate als alternative Reaktionspro-
dukte liefert. Ungeachtet dessen konnte mittels NMR-Spek-
troskopie[58] und Bioaktivit-ts-basierter Assays nachgewiesen

Tabelle 1: Fragmentligationen mit Anwendung in der FBWF.

a) Halbacetalbildung, b) Halbthioacetalbildung, c) Acetalbildung, d) Thioacetalbildung, e) N,S-Acetalbildung, f) Iminbildung, g) Hydrazonbildung,
g’) Acylhydrazonbildung, h) Oximbildung, i) Boronatbildung, j) Disulfidbildung, k) Thioesterbildung, l) Alkenmetathese, m) Alkinmetathese, n) Ni-
troaldolbildung, o) Alkylierung, p) Amidierung zwischen Sulfonylaziden und Thios-uren, q) 1,3-dipolare Cycloaddition, r) Addition, s) Ringçffnung,
t) Amidierung zwischen Aminen und Aktivestern.
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werden, dass das Proteintemplat dazu in der Lage ist, das
Ligationsgleichgewicht zu verschieben und damit die Identi-
fizierung von Halbacetalen und Halbthioacetalen als Ligati-
onsprodukte zu ermçglichen.[46] Anders als fgr die Halbace-
tale/Halbthioacetale konnte bisher keine Bildung von Voll-
acetalen/Dithioacetalen durch die Addition von zwei Alko-
hol- bzw. Thiolnukleophilen an eine Carbonylgruppe in Form
einer Templat-gesteuerten Reaktion nachgewiesen werden,
was aber wegen der hohen Aktivierungsenergie des carbo-
kationischen Intermediats auch nicht erwartet werden
kann.[80–82]

Viele der Templat-gesteuerten Ligationen umfassen die
Reaktion eines Stickstoff-Nukleophils mit einem Carbonyl-
Elektrophil. Die Addition von prim-ren Aminen an Alde-
hyde fghrt dabei zu Halbaminalen als Intermediate, die
danach zu Iminen weiterreagieren.[126, 127] Die Bildung von
Iminen ist ebenfalls ein Prozess mit schneller Gleichge-
wichtseinstellung, erfordert aber ein unprotoniertes Amin,
um ausreichende Reaktivit-t zu gew-hrleisten.[10, 43, 44,46, 47, 83,84]

Daher ist die Reaktion vom pKS-Wert des Amin-Nukleophils
und dem pH-Wert des Reaktionspuffers abh-ngig. Imine sind,
besonders wenn aromatische Amine eingesetzt werden, er-
heblich stabiler als Halbacetale und kçnnen in bestimmten
F-llen sogar isoliert werden.

Als Konsequenz aus der erhçhten Stabilit-t von Iminen
kann die Gleichgewichtseinstellung einer entsprechenden
DKB jedoch erheblich langsamer erfolgen als bei Halbace-
talen und Halbthioacetalen. Die Stabilit-t von Amin-Alde-
hyd-Ligationsprodukten kann weiterhin erhçht werden, wenn
ein Aldehyd eingesetzt wird, der CH-acide Wasserstoffatome
in a-Position tr-gt, wodurch die Bildung des entsprechenden
Enamins mçglich ist. Eine andere Option besteht in der
chemischen Fixierung des Imins durch eine irreversible Fol-
gereaktion, beispielweise durch reduktive Aminierung, mit
sekund-ren Aminen als Reaktionsprodukt.[86, 99] Die Stabilit-t
der Ligationsprodukte von Aldehyden mit Stickstoff-Nu-
kleophilen ist noch hçher, wenn Hydroxylamine, Hydrazine
oder Acylhydrazide eingesetzt werden.[14, 77, 86–97, 100,125] Die als
Produkt gebildeten Oxime bzw. (Acyl-)Hydrazone sind unter
physiologischen pH-Bedingungen stabil und kçnnen mithilfe
g-ngiger Verfahren (z.B. S-ulenchromatographie) aufgerei-
nigt werden. Dementsprechend ist jedoch die Gleichge-
wichtseinstellung der Ligationsreaktion sehr langsam, oder es
wird Anilin als Katalysator zugesetzt, um die Oxim- oder
Hydrazonbildung zu beschleunigen.[86,87, 89, 99] Alternativ kann
die Gleichgewichtseinstellung von Acylhydrazonen auch
durch S-urezugabe vorangetrieben werden.[98]

Andere Ligationen von Heteronukleophilen mit Alde-
hyden sind denkbar, mgssen aber noch weitergehend unter-
sucht werden. Beispielweise reagieren Thiole mit Iminen zu
N,S-Acetalen, wobei das dabei entstehende Ligationsgleich-
gewicht durch Versetzen mit einem Proteintemplat verscho-
ben werden kann.[43, 46, 112] Die Bioaktivit-tsdaten lassen
darauf schließen, dass die trimeren Komplexe aus Aldehyd,
Amin und Thiol eine st-rkere Affinit-t zum Zielprotein
haben, was sich durch einen reduzierten KM-Wert und durch
erhçhten Substratumsatz -ußert.[46] Ebenfalls kann die mittels
FP-Assay quantifizierte, superadditive Bindung und Inhibi-
tion von Peptidaldehyden mit Aminen als Bildung solcher

Thioaminalprodukte interpretiert werden.[43, 47] Auch die Bil-
dung von Mannich-Basen, als eine spezielle Form stabiler
Aminale, sollte durch Proteintemplat-gesteuerte Reaktionen
mçglich sein und wird daher momentan von unserer Gruppe
n-her untersucht.

Außer den Aldehyden wurden in weiteren Beispielen fgr
Templat-gesteuerte Fragmentligationen auch andere C-
Elektrophile verwendet, an die Heteronukleophile addiert
werden konnten. Beispielweise gibt es mehrere Berichte zu
Thio-Michael-Additionen, bei denen die Produkte in der
Regel gut zu isolieren sind. Jedoch kann hier die Reaktion
auch reversibel verlaufen, wenn das Produkt die Retro-Ad-
dition gber eine b-Eliminierung beggnstigt.[46, 117] Alkylierun-
gen sind gewçhnlich komplett irreversibel. In den meisten
F-llen wurden zum Erreichen einer mçglichst hohen Reak-
tivit-t Thiolate als Nukleophile sowie aliphatische Haloge-
nide, Epoxide oder Sulfonate als Elektrophile einge-
setzt.[118–120] Diese Arbeiten legen nahe, dass auch andere C-
Elektrophile im Rahmen von Proteintemplat-gesteuerten
Reaktionen ngtzlich sein kçnnten. Beispielweise bieten nu-
kleophile Substitutionen an elektronenarmen Aryleinheiten
eine interessante mçgliche Erg-nzung zum bestehenden Re-
aktionsrepertoire.

Bors-uren und Borons-uren wurden ebenfalls als alter-
native Elektrophile eingesetzt. Mit Diolen als Binukleophile
reagieren diese zu Boronatestern als begrenzt stabile Ligati-
onsprodukte.[59,125] Ein weiteres bekanntes Beispiel fgr re-
versible Reaktionen, die zu stabilen, isolierbaren Produkten
fghren, sind die Disulfidbildung und Disulfidaustauschreak-
tionen.[101–107] Die letztgenannten Reaktionen nutzen Thiolate
als Nukleophil unter leicht basischen, nichtreduzierenden
Bedingungen. 3ber eine -hnliche Austauschreaktion von
Thiolaten wurde fgr Thioester berichtet.[33, 55, 82, 108–110] Reak-
tionen zur Bildung von C-C-Bindungen sind als Templat-ge-
steuerte Reaktionen von besonderem Interesse, da sie die
Auswahl und Diversit-t von zug-nglichen Ligationsproduk-
ten enorm erhçhen kçnnten. Bisher sind jedoch nur wenige
Beispiele bekannt. In einer Arbeit von Ramstrçm et al.
konnte eine reversible, Templat-gesteuerte Henry-Aldol-
Addition von Nitroalkanen mit Aldehyden demonstriert
werden.[56] Dabei konnte gezeigt werden, dass der gebildete
sekund-re Alkohol mit den besten Bindungseigenschaften im
Assay bevorzugt vom verwendeten Zielprotein, einer Lipase,
acyliert wurde. Obwohl bisher keine weiteren Verçffentli-
chungen im Bereich der Templat-gesteuerten Aldol-Reak-
tionen erschienen sind, sollte sich dieser Reaktionstyp gut fgr
einen Einsatz als Fragmentligationsreaktion eignen, beson-
ders in Anbetracht der detaillierten Literatur gber Aldolre-
aktionen in Wasser und unter milden Reaktionsbedingun-
gen.[56, 111, 116, 128] Ebenfalls konnten Additionen von Cyaniden
und Isocyaniden in Wasser demonstriert werden, was ver-
muten l-sst, dass auch die Passerini- und Ugi-Reaktion als
Proteintemplat-gesteuerte Reaktionen mçglich sind. Selbiges
gilt fgr C-C-Kngpfungen mittels Alken- und Alkinmetathe-
sen, deren Anwendung auch in Wasser mçglich war.[112–115]

Klassische Beispiele fgr irreversible Templat-gesteuerte
Reaktionen konnten fgr dipolare Cycloadditionen gezeigt
werden, sowohl in Form von Azid-Alkin-Ligationen, die 1,4-
disubstituierte 1,2,3-Triazole als Reaktionsprodukte liefern,
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als auch in Form der Sulfonazid-Thios-ure-Ligationen, die
Sulfonamide gber ein cyclisches Intermediat generie-
ren.[24, 25, 76,118–124] Hier ist es offensichtlich, dass zahlreiche
andere auf Cycloadditionen basierende Ligationen ebenfalls
fgr Templat-gesteuerte Reaktionen eingesetzt werden kçnn-
ten.

3ber Cycloadditionen hinausgehend wurden irreversible
Ligationsreaktionen bislang wenig untersucht, und weitere
Erg-nzungen sind notwendig, um Ligationsprodukte zu er-
halten, die einen grçßeren Teil des biologisch relevanten
chemischen Raums abdecken kçnnen. Generell werden fgr
eine erfolgreiche Ligation chemoselektive Reaktionen be-
nçtigt, die in w-ssriger Lçsung ablaufen. Idealerweise sollte
bei der Reaktion ein Linker zwischen den beiden Fragmenten
gebildet werden, der die Bindung unterstgtzt oder sie zu-
mindest nicht behindert. Zum Beispiel ergab eine Struktur-
analyse des World Drug Index (einer Datenbank von Mole-
kglen mit erwiesener Bioaktivit-t) ergab, dass Amidbindun-
gen besonders h-ufig als Linker in bioaktiven Verbindungen
vorkommen.[129] Daher ist eine Proteintemplat-gesteuerte
Amidierungsreaktion von Fragmenten eine besonders ngtz-
liche Erweiterung des Reaktionsrepertoires. Kgrzlich wurde
die erste Proteintemplat-gesteuerte Amidierung ohne Hin-
tergrundreaktion entdeckt.[48] Andere Re-
aktionstypen, die die Mçglichkeiten von
Fragmentligationen erheblich erweitern
wgrden, sind solche, die Fragmente ver-
kngpfen kçnnen, ohne dass ein Linker im
Produkt zurgckbleibt. Dies ist z. B. der Fall
bei Kreuzkupplungen sowie Reaktionen, die
anstelle einer klassischen Linker-Struktur
einen Heterocyclus als Verbindung zweier
Fragmente bilden.

5. Praktische Beispiele und Anwen-
dungen von Fragmentligationen

Nachdem wir Fragmentligationsreaktio-
nen definiert haben und ihren biophysikali-
schen Hintergrund sowie sinnvolle Detek-
tionsstrategien und zugrundeliegende che-
mische Transformationen erl-utert haben,
konzentrieren wir uns nun auf die Anwen-
dung des Konzepts fgr die Entdeckung und
Optimierung von Proteinliganden. Zu
Beginn werden wir Arbeiten zu reversiblen
Ligationsreaktionen vorstellen, gefolgt von
denen zu irreversiblen.

Zahlreiche der ersten Anwendungen von
reversiblen, Templat-gesteuerten Fragment-
ligationen wurden fgr dynamisch-kombina-
torische Bibliotheken (DKBs) gezeigt. Als
jgngeres repr-sentatives Beispiel fgr diese
Methodik wollen wir Arbeiten der Gruppe
von Hirsch hervorheben.[36, 98] Als Zielprote-
in und zugleich Modellenzym fgr andere
Aspartatproteasen verwendeten die Autoren
Endothiapepsin. Aus neun Hydraziden (4–

12) und einem Bisaldehyd wurde eine dynamische Bibliothek
zusammengestellt, die auf zwei zuvor gefundenen Fragment-
Hits basierte,[36] die in benachbarte Bindungstaschen des
Endothiapepsins binden (Abbildung 9).[98] Um die Analytik
zu vereinfachen, wurden zwei Sub-Bibliotheken (DKB-1 und
DKB-2) mit vier bzw. fgnf Hydraziden gebildet. Umkehr-
phasen-HPLC und LC-MS wurden verwendet, um die Tem-
plat-gesteuerte Bildung des Bisacylhydrazon-Ligationspro-
dukts in Gegenwart des Endothiapepsins nachzuweisen. Von
den mçglichen 78 Bisacylhydrazonen und zwçlf Monoacyl-
hydrazonen zeigten nur sechs der mçglichen Fragmentkom-
binationen eine deutliche Verst-rkung des HPLC-Signals in
Gegenwart des Endothiapepsin-Templats. Zwei der gefun-
denen Kombinationen, 13 und 16, wurden nachsynthetisiert
und in einem Fluoreszenz-basierten biochemischen Assay
getestet. Beide stellten sich dabei als aktiv heraus, und der
beste Inhibitor, 13, zeigte eine 240-fache hçhere Potenz als
die Ausgangsfragmente, womit ein erfolgreiches Beispiel
einer Drei-Fragmente-Ligation vorgestellt wurde. Diese
Arbeit demonstrierte, dass die Templat-gesteuerte Frag-
mentverkngpfung (im Vergleich zu anderen Methoden fgr die
Fragmentoptimierung, z. B. Fragmentvergrçßerung oder
Fragmentverschmelzung) besonders fgr die Identifizierung

Abbildung 9. Proteintemplat-gesteuerte Fragmentligationen unter Anwendung einer dynamisch-
kombinatorischen Bibliothek.[98] A) Isophthalaldehyd und neun Hydrazide 4–12 bilden bis zu
81 Bisacylhydrazone. B i) Das Modellprotein Endothiapepsin wirkt auf die DKB ein, um so potenziel-
le Inhibitoren verst-rkt zu bilden. B ii) HPLC-Analyse der Templat-gesteuerten und nicht-Templat-ge-
steuerten Reaktion zeigt deutlich erhçhte Bildung von 13 in Gegenwart des Enzyms. B iii) Bindungs-
modi von 19 (violett) und 13 (cyan), aufgekl-rt mittels Rçntgenkristallograpie (PDB-IDs: 4KUP bzw.
5HCT). C) Die beste Fragmentkombination 13 zeigt eine 240-fache Erhçhung der Potenz bei gleich-
zeitig erhçhter Ligandeneffizienz gegenfber jener des Ausgangsfragments 19.
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additiver Fragmentkombinationen geeignet ist, in denen die
Ligandeneffizienz der kombinierten Fragmente nicht nur
beibehalten wird, sondern sich sogar erhçht. Die Schwierig-
keit des Ansatzes bestand darin, unter Erhaltung der Bin-
dungsmodi der Fragmente einen geeigneten Linker zu finden,
der zus-tzliche Wechselwirkungen mit dem Zielprotein er-
mçglicht. Trotz dieser positiven Ergebnisse zeigt der Artikel
auch die Grenzen von DKB auf, n-mlich die mghsame
Analyse von komplexen kombinatorischen Bibliotheken, der
hohe Proteinverbrauch und die Beschr-nkung auf wenige
dynamische Reaktionen, die nicht-wirkstoff-hnliche Pro-
dukte liefern, wie Acylhydrazone.

Die gleichen Grenzen werden durch Claridge et al. ver-
deutlicht, die im Zuge eines DKB-Experiments 11B-NMR-
Spektroskopie zur Detektion von Serinprotease-Inhibitoren
einsetzten.[59] Zur Entwicklung der Methode verwendeten sie
a-Chymotrypsin (aCT) als Modellenzym und untersuchten
die Ligation von Borons-uren mit Zuckern, um verbesserte
Enzyminhibitoren zu bilden. Die Bildung der terti-ren
Komplexe aus Enzym, Borons-ure und Zuckerdiol wurde
mittels 11B-NMR- und 1H-WaterLOGSY-NMR-Spektrosko-
pie (WaterLOGSY= Water-Ligand Observed via Gradient
SpectroscopY) analysiert. Diese Ergebnisse spornten die
Gruppen von Schofield und Claridge dazu an, native Mas-
senspektrometrie einzusetzen, um Hits aus einer DKB zu
identifizieren. Reversibel gebildete Boronatester wurden als
Inhibitoren der Prolyl-Hydroxylase-Dom-ne 2 (PHD2)
identifiziert, eines Enzyms aus der Familie der 2-Oxogluta-
rat(2OG)-abh-ngigen Oxygenasen (Abbildung 10).[130] PHD2
ist eine FeII-haltige 2-OG-Oxygenase, die eine Rolle bei der

Regulation der menschlichen Hypoxie-Antwort spielt, und ist
damit ein geeignetes Zielprotein zur Behandlung von an-
-mischen und isch-mischen Krankheitsbildern.

In den Experimenten wurde ein heterocyclisches, FeII-
bindendes Borons-urefragment mit mehreren Gruppen von
Diol-Liganden inkubiert und im Anschluss mittels nativer MS
analysiert. Die am besten bindenden Fragmentkombinatio-
nen wurden durch eine Zunahme der Proteinmasse identifi-
ziert und anschließend gber eine Suzuki-Kreuzkupplung in
stabile, Bor-freie Inhibitoren gberfghrt, die Aktivit-ten bis
hinab in den nanomolaren Bereich aufwiesen. Die Ergebnisse
des Fragmentligationsassays konnten in einer Folgestudie mit
einer 1H-NMR-basierten Methode best-tigt werden.[131]

Der „tethering approach“ ist ein klassisches Beispiel fgr
reversible, Templat-gesteuerte Fragmentligationen unter
Anwendung von Disulfid-Austauschreaktionen.[132] Die Me-
thode nutzt die auf der Proteinoberfl-che stattfindende, re-
versible Disulfid-Austauschreaktion zwischen natgrlichen
oder kgnstlich eingefggten Cysteinresten und einem Disulfid-
haltigen, niedermolekularen Fragment in Lçsung. In einer
Weiterentwicklung der Methode wurden durch die Gruppe
von Erlanson so genannte Extender, also Erweiterungsgrup-
pen, eingefghrt, was nochmals zu einer deutlichen Ausdeh-
nung der Einsatzmçglichkeiten im Rahmen von Fragmentli-
gationen fghrte.[133] 2008 berichtete die Gruppe gber ein
Inhibitor-Screening mit der Aurorakinase als Zielprotein
(Abbildung 11).[134] Der erste Schritt bestand darin, einen
Cysteinrest in der N-he der ATP-Bindungsstelle einzufghren.
Als N-chstes wurde ein dynamischer Extender synthetisiert,
der aus zwei Disulfidresten und einem Diaminopyridin be-

Abbildung 10. A) Bildung von Borons-ure/Boronats-ureester-Leitstrukturen innerhalb einer dynamisch-kombinatorischen Bibliothek aus Diolen
und Borons-uren in Gegenwart des Proteintemplats PDH2.[130] B) Identifizierung von potenten Boronatester-Konjugaten mittels Borons-ure-„Ge-
rfstliganden“ ffhrt zur Entdeckung der ersten und zweiten Generation von stabilen Analoga, die PHD2-Aktivit-t bis hinab in den nanomolaren
Bereich zeigen.
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stand, das ein bekannter Ligand der Purinbindungsstelle ist.
Einer der Disulfidreste konnte an der eingefghrten Cystein-
seitengruppe angreifen, der andere konnte ein sekund-res
Disulfidfragment binden. Sobald dieses sekund-re Fragment
mit der adaptiven Region des Proteins in der N-he des Ex-
tenders wechselwirkte, wurde eine thermodynamisch stabili-
sierte Disulfidbindung gebildet. Dieser stabilisierte Komplex
konnte anschließend durch die Ver-nderung der Protein-
masse per Massenspektrometrie detektiert werden. Es wurde
eine Bibliothek mit ca. 4500 Disulfidfragmenten in Gruppen
von jeweils zehn Fragmenten durchmustert, was zur Identi-
fizierung mehrerer Fragmentkombinationen fghrte. Gering-
fggige Modifikationen der jeweiligen Fragmente resultierten
in der Bildung eines stabilen Inhibitors mit Affinit-t im mi-
kromolaren Bereich. Ein -hnlicher Ansatz wurde bei einer
anderen Kinase, der Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase-
Isozym 1 (PDK1), eingesetzt. Der Extender wurde in diesem
Fall jedoch gber eine irreversible Alkylierung am Zielprotein
befestigt.[135]

Dynamisches Ligationsscreening wurde 2008 eingefghrt,
um die Detektionsgrenzen und Einschr-nkungen von kom-
binatorischen Methoden wie DKB zu gberwinden. Die erste

Bioaktivit-ts-basierte Detektion von reversibel gebildeten
Fragmentligationen konnte an der SARS-Coronavirus-
Hauptprotease (SARS CoV Mpro) gezeigt werden (Abbil-
dung 12).[43] SARS CoV Mpro ist eine vom Virus kodierte
Cysteinprotease, die essenziell fgr die Virusreplikation in-
nerhalb der infizierten Wirtzellen ist und deren Inhibitoren
sich daher zum Einsatz als mçgliche Virustatika eignen.[136,137]

Da die Protease definierte Bindungstaschen zur Unterbrin-
gung von Peptidseitenketten enth-lt, war es mçglich, einen
Peptidaldehydinhibitor zu entwickeln, der seine elektrophile
Aldehydgruppe direkt am aktiven Zentrum der Protease
positioniert. Durch Dynamisches Ligations-Screening einer
Fragmentbibliothek von 234 Nukleophilen konnten einige
Fragment-Hits identifiziert werden, die in der S1’-Bindungs-
tasche binden und KI-Werte im millimolaren Bereich auf-
weisen konnten. Der beste Fragment-Hit wurde anschließend
in ein entsprechendes Aldehydfragment umgewandelt und
einem weiteren Screening mit einer Aminbibliothek unter-
zogen. Dies fghrte zur Entdeckung eines sekund-ren Hit-
Fragments, das in der S1-Bindungstasche des Enzyms bindet.
Lediglich zwei Durchl-ufe eines dynamischen Ligations-
Screenings, ausgehend von einem peptidischen Inhibitor,

Abbildung 11. Der „tethering approach“ mit dynamischen Extendern wurde eingesetzt, um ein Screening von Aurorakinase-bindenden Fragmenten
durchzuffhren.[134]
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fghrten zur Selektion von zwei millimolar aktiven, nieder-
molekularen Fragmenten, deren kovalente Verkngpfung
durch reduktive Aminierung zu einem komplett nichtpep-
tidischen Inhibitor der SARS CoV Mpro mit einem KI-Wert
von 2.9 mm fghrte.

Weitere Beispiele von Bioaktivit-ts-basierten, dynami-
schen Ligationsassays sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
Caspase 3 spielt eine entscheidende Rolle bei der Steuerung
der Apoptose von Zellen und ist damit ein mçgliches Ziel-
protein fgr Medikamente zur Behandlung von traumatischen
Hirnverletzungen, amyotropher Lateralsklerose sowie der
Alzheimer- und Parkinson-Krankheit. Das Protein wurde mit
einem nanomolaren Fluorophor-markierten Peptidylketoal-
dehyd und insgesamt 7397 Fragmenten getestet, einschließ-
lich 4019 nukleophiler, prim-rer Amine. Das Screening
wurde mithilfe eines Fluoreszenzpolarisations-Bindungsas-
says in Mikrotiterplatten mit 384 Vertiefungen durchgefghrt.
Dabei konnte fgr die meisten getesteten Fragmente keine
inderung des FP-Signals festgestellt werden. 78 Fragmente
zeigten jedoch ein gegengber der Kontrollmessung reduzier-
tes Signal (negative Kooperativit-t), und bei 176 Fragmenten
konnte ein signifikant erhçhtes FP-Signal (positive Koope-
rativit-t) erhalten werden. 21 Fragmente konnten dabei als
kompetitive Inhibitoren von Caspase 3 mit KI-Werten von
< 10 mm best-tigt werden. Das beste kooperativ bindende

Fragment, B, wurde durch reduktive Aminierung kovalent
mit Fragment A verkngpft und lieferte einen potenten Cas-
pase-3-Inhibitor mit einem KI-Wert von 80 pM.

Dynamische Ligationsassays wurden dargber hinaus fgr
das Screening der sekund-ren Bindungsstellen von vier nahe
verwandten Proteintyrosin-Phosphatasen (PTPs) eingesetzt:
von menschlicher PTP1B, PTPN7, PTPN12 (= SHP2) und
mykobakterieller MPTPA.[45] Generell gilt die Entwicklung
von spezifischen PTP-Inhibitoren als anspruchsvolle Aufga-
be, und es wird bezweifelt, ob sich diese physiologisch so re-
levante Enzymklasse gberhaupt als Zielprotein fgr neue
Wirkstoffe eignet. Unter Verwendung von 4-Formylphenyl-
phosphat als elektrophilem PTP-Substrat und einer kleinen,
aus 110 prim-ren Aminen bestehenden Fragmentbibliothek
konnten jedoch spezifische Fragmente fgr sekund-re Bin-
dungsstellen jedes der getesteten PTPs gefunden werden. Die
spezifischen Fragmente der PTPs wurden durch einen Sub-
stratverst-rkungsassay detektiert (Abbildung 7B): Aktive
Fragmente bilden dabei ein Ligationsprodukt mit dem PTP-
Substrat, was zu einer erhçhten Stabilit-t des Enzym-Sub-
strat-Komplexes fghrt und damit einen herabgesetzten KM-
Wert zur Folge hat. Die durch das Sekund-rfragment ver-
besserte Substraterkennunng fghrte zu einer verst-rkten
Freisetzung von Phosphationen, die anschließend in einem
Malachitgrgnassay quantifiziert werden konnten. Durch
Austausch des Phenylphosphats gegen ein nichtspaltbares
Phosphotyrosin-Mimetikum und anschließende kovalente
Verkngpfung mit dem gefundenen MPTPA-spezifischen
Aminfragment konnten Inhibitoren der Protein-Tyrosin-
Phosphatase A aus Mycobacterium tuberculosis (MPTPA)
gefunden werden, die keine Aktivit-t gegen die drei anderen
PTPs aufwiesen. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen,
dass die Adressierung der sekund-ren Bindungsstellen der
PTPs mit spezifischen Fragmenten die Entwicklung von se-
lektiven PTP-Inhibitoren ermçglicht.

Das dynamische Ligations-Screening konnte auch auf
Aspartylproteasen ausgeweitet werden, wobei hier ein
FRET-Assay verwendet wurde.[44] Ein Peptidaldehyd wurde
als dirigierende Sonde eingesetzt, um Fragmente zu identifi-
zieren, die im aktiven Zentrum der Aspartylprotease-b-Se-
kretase (BACE-1) binden. Dieses Enzym wurde als Haupt-
ursache fgr die vermehrte Ablagerung von Amyloid-b-Pep-
tiden identifiziert, eines der wichtigsten pathologischen
Merkmale der Alzheimer-Krankheit. Daher gab es erhebli-
che Bemghungen, BACE-1-Inhibitoren fgr eine mçgliche
Behandlung der Alzheimer-Krankheit zu entwickeln. An-
stelle der reversiblen Halbthioacetalbildung wurde in diesem
Fall die Hydratform des Aldehyds gebildet, die gber Was-
serstoffbrgcken dazu in der Lage ist, die Aspartatreste der
katalytischen Diade zu binden. Durch dynamische Ligation
des Peptidaldehyds mit einem Aminnukleophil konnten so
reversibel Iminprodukte gebildet werden. Der Peptidalde-
hyd, der als kovalenter, chemisch reaktiver Inhibitor (CRI)
wirkte, offenbarte 3-(3-Aminophenyl)-2H-chromen-2-on als
kompetitiven Inhibitor von BACE-1. Das identifizierte 3-
(Aminophenyl)cumarin-Fragment wurde als Startpunkt zur
Hit-Optimierung verwendet und fghrte zur Entwicklung
eines im niedrigen mikromolaren Bereich aktiven (KI =

3.7 mm) BACE-1-Inhibitors. Eine weitere Anwendung der

Abbildung 12. Entwicklung eines Fragment-basierten, nichtpeptidi-
schen SARS-CoV-Mpro-Inhibitors ausgehend von einem Peptidaldehyd.
Dynamisches Ligations-Screening einer Nukleophilbibliothek ffhrte zur
Entdeckung von Aminfragment 20, das in der S1’-Bindungstasche der
Protease bindet. Amin 20 wurde zum Elektrophil 21 umgewandelt, das
im n-chsten Screening-Durchlauf zur Entdeckung eines sekund-ren
Hit-Fragments ffhrte. Die reaktive Aminierung von Fragment 21 und
dem besten Amin-Hit aus dem Sekund-r-Screening lieferte Inhibitor
22.
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Bioaktivit-ts-basierten Detektion wurde kgrzlich fgr die As-
partylprotease Endothiapepsin berichtet.[64]

In der jgngsten Arbeit konnten reversible Proteintemplat-
gesteuerte Fragmentligationen auf die Entdeckung von irre-
versiblen Inhibitoren der enteroviralen Proteasen ausgewei-
tet werden (Abbildung 13).[85] Dabei wurde Epoxyaldehyd 23,
der eine modifizierte Partialstruktur des bekannten Cystein-
proteaseinhibitors E-64 darstellt, als ein schwacher, irrever-
sibler Inhibitor der 3C-Protease des Coxsackie-3B-Virus mit
einer Bibliothek von 850 prim-ren Aminfragmenten getestet.
5-Aminopyrazolon 24 wurde als Fragment-Hit entdeckt, der
in Kombination mit dem Epoxyaldehyd zu einer superaddi-
tiven Inhibition sowie zur kovalenten Modifizierung der
Protease fghrte. Mehrfache Optimierung des Ligationspro-
dukts von 23 und 24 fghrte schließlich zu im sub-mikromo-
laren Bereich aktiven Breitbandinhibitoren enteroviraler
Proteasen, die zu einer 300- bis 500-fachen Beschleunigung
der Desaktivierung des Proteins fghren, ohne dass signifi-
kante Kreuzreaktivit-ten mit nichtviralen Proteasen beob-
achtet wurden.

Im Bereich der irreversiblen Proteintemplat-gesteuerten
Fragmentligationen wurden erste Studien durch die Gruppe
von Sharpless durchgefghrt und als „target-guided synthesis“
bezeichnet. Die Autoren nutzten die dipolare Cycloaddition
von Aziden und Alkinen fgr In-situ-Klick-Reaktionen, die
Templat-gesteuert durch das Protein Acetylcholinesterase
(AChE) waren.[30] AChE ist ein Zielprotein bei der Behand-
lung der Alzheimer-Krankheit. In einer Folgearbeit aus dem
Jahr 2005 wurde die Methode erneut am gleichen Zielprotein
angewendet, um eine Fragmentkombination zu finden, die
sowohl das aktive Zentrum als auch eine periphere Bin-
dungsstelle besetzt (Abbildung 14).[123]

Als Startpunkt wurde der etablierte, im aktiven Zentrum
des Enzyms bindende AChE-Inhibitor Tacrin verwendet. In
die Struktur von Tacrin wurde zun-chst eine Azidgruppe
eingefghrt. Anschließend wurde eine Auswahl von 23 termi-
nalen, an der peripheren Bindungsstelle bindenden Alkin-
fragmenten auf die Entstehung von 1,2,3-Triazolprodukten
gber dipolare Cycloaddition getestet. Erste LC-MS-Messun-
gen konnten den Templateffekt des Proteins auf die Ligation

Tabelle 2: Anwendung von Proteintemplat-gesteuerten Fragmentligationen im Rahmen von dynamischen Ligations-Screening-Experimenten.[a]

Protein Startligand Hit-Fragment Fragmentkombination Lit.

SARS CoV Mpro [43]

11 mm >1 mm 2.9 mm

BACE-1 [44]

20.7 mm 146 mm 3.7 mm

Caspase-3 [47]

25 nm 120 mm 0.08 nm

MPTPA [45]

KM = 515 mm >500 mm X(C=O): 13 mm
X(CH2): 11 mm

CB3-3CV-Protease [85]

kinact/KI = 2.36 m@1 s@1 >1 mm kinact/KI = 606 m@1 s@1

[a] Werte entsprechen, wenn nicht anders angegeben, den ermittelten KI-Werten.
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der gebundenen Fragmente best-tigen. Nur in Gegenwart des
Proteins wurden 1,5-disubstituierte (syn-)Triazole gebildet,
und dies mit nur geringer oder gar nicht vorhandener Hin-
tergrundreaktion.

Nachdem die Reaktion von einzelnen Fragmentpaaren
hatte best-tigt werden kçnnen, wurden im Anschluss Gemi-
sche von bis zu zehn Alkinen gleichzeitig getestet. Tats-chlich
konnte auch hier das Proteintemplat die Bildung von hoch-
potenten Fragmentkombinationen induzieren, die Dissozia-
tionskonstanten im niedrigen pikomolaren oder sogar im
femtomolaren Bereich aufweisen konnten.

Azid-Alkin-Ligationen wurden auch auf andere Zielpro-
teine angewendet.[76, 121–125,138] So ließ sich z.B. die Bildung
eines bekannten, nanomolar aktiven HIV-Protease-Inhibitors
mit anti-substituierter 1,2,3-Triazolstruktur in Gegenwart des
Enzyms beschleunigen.[138] In diesem Fall lief die Reaktion
gegengber der Bildung der piko- oder femtomolaren AChE-
Inhibitoren erheblich langsamer ab, und es wurde auch eine
deutliche Hintergrundreaktion zum syn-Triazol beobachtet.
Proteintemplat-gesteuerte Azid-Alkin-Klick-Reaktionen
wurden auch fgr die Tyrosinkinase ABL1 demonstriert.[121]

Fukase et al. zeigten die Templat-gesteuerte Bildung von
funktionsf-higen Mimetika der Grb2-SH2-Dom-ne, die
in vitro das Wachstum von Krebszellen hemmten.[76] Um den
besten Inhibitor mittels Templat-gesteuerter Ligation von
Azid- und Alkinfragmenten zu erhalten, ist es essenziell, dass
die Reaktion unter vollst-ndiger Abwesenheit von Kupfer-
ionen abl-uft. Die Gruppen von Miyata und Finn berichteten
von einer In-situ-Synthese eines Inhibitors der Histon-Des-
acetylase 8 (HDAC-8) ausgehend von einem Alkinfragment,
das eine Hydroxams-urestruktur enth-lt, und einem Azid-
fragment.[122] 3berraschenderweise wurde hierbei jedoch bei
weitem nicht der beste Inhibitor gebildet, sondern ein ge-
gengber dem syn-Triazol weniger aktives, 1,4-disubstituiertes
anti-Triazol. Eine grgndliche Untersuchung dieser Befunde

Abbildung 13. Entdeckung von irreversiblen Inhibitoren der Coxsackie-Virus-B3-3C-Protease durch Anwendung von reversiblen Proteintemplat-ge-
steuerten Fragmentligationen.[85] Das nukleophile Amin-Fragment 24 bindet in der S1-Tasche des Enzyms (A) und bildet mit dem bi-elektrophilen
Warhead 23 ein reversibles Fragmentligationsprodukt (B). Anschließend wird das Epoxid durch Angriff der Cysteinseitenkette im aktiven Zentrum
gespalten, was mittels LC-MS nachgewiesen werden konnte (C). Das Ligationsprodukt zeigt im FRET-Assay einen stark fberadditiven inhibitori-
schen Effekt und wurde daraufhin zu einem potenten Breitspektruminhibitor von enteroviralen und rhinoviralen 3C-Proteasen optimiert.

Abbildung 14. Entwicklung von AChE-Inhibitoren durch Proteintemplat-
gesteuerte Fragmentligation.[123] Der AChE-Inhibitor Tacrin wurde durch
Einffhrung einer Azidgruppe modifiziert und fungiert so als Veranke-
rungsmolekfl im aktiven Zentrum des Proteins. Gruppen verschiede-
ner Alkine wurden zugegeben, und mittels Templat-gesteuerter Reakti-
on konnten zwei hochpotente syn-1,2,3-Triazole erhalten werden.
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ergab, dass der Reaktionsansatz Spuren von CuI-Ionen ent-
hielt, die an der Metallbindungsstelle von HDAC-8 gebunden
waren und dafgr ausreichten, die Reaktion zum weniger be-
vorzugten Cycloadditionsprodukt zu katalysieren.

3ber Azid-Alkin-Ligationen hinaus wurden auch andere
dipolare Cycloadditionen untersucht. Reaktionen von Thio-
s-uren mit Sulfonazidfragmenten, die gber einen cyclischen
3bergangszustand Acylsulfonamide generieren, liefern be-
sonders gelungene Beispiele und wurden als Sulfo-Klick-
Reaktionen bezeichnet. 2011 konnten Manetsch et al. diese
Reaktion in Form einer Proteintemplat-gesteuerten, irrever-
siblen Ligation an einem besonders anspruchsvollen Ziel
demonstrieren: der PPI-Dom-ne des Bcl-XL-Proteins.[120] Die
Interaktion von Bcl-XL mit dem BH3-Peptid ist ein ent-
scheidender Schritt in der Regulation des programmierten
Zelltods (Apoptose). Inhibitoren dieser Interaktion kçnnten
sich als wirksame Krebstherapeutika herausstellen. Um neue
Modulatoren zu finden, wurde daher ein Screening mit Bcl-
XL als Templat durchgefghrt, in dem die Proteintemplat-ge-
steuerte Sulfo-Klick-Reaktion eines Sulfonazids mit einem
Thios-urefragment untersucht wurde (Abbildung 15). Es
konnte gezeigt werden, dass die Bildung des mikromolaren
Bcl-XL-Inhibitors Templat-gesteuert verlief. Ohne das Pro-
tein oder bei Blockade der Bindungstasche durch BH3-Peptid
wurde weniger Inhibitor gebildet, w-hrend der Zusatz eines
inaktiven, mutierten BH3-Peptids keine Auswirkungen hatte.

Vor kurzem wurden Proteintemplat-gesteuerte, irreversi-
ble Fragmentligationen fgr die Bildung von Amiden (Ami-
dierungen) entwickelt (Abbildung 16).[47] Die Bildung von
Amiden gehçrt zu den wichtigsten Fragmentverkngpfungen
in bioaktiven Verbindungen und zugelassenen Wirkstoffen.
Eine Kollektion der Aktivester 28–40, die einen breiten Be-
reich chemischer Reaktivit-t abdeckte, wurde mit 4-Amino-
methylbenzamidin (41) und dem Protein-Faktor Xa, einem
Wirkstoffziel der Blutgerinnungskaskade, inkubiert, um Be-
dingungen fgr die Templat-gesteuerte Amidierung zu entde-
cken. Zwei der Aktivesterfragmente, Phenylester 39 und
Trifluorethylester 40, zeigten eine klare Proteintemplat-ge-
steuerte Amidierung von 41 im Substrat-Kompetitionsassay
und im LC-MS und lieferten den nanomolaren Inhibitor 42
ausgehend von zwei schwach bindenden Fragmenten mit
millimolaren Bindungsaffinit-ten. Der Reaktionsfortschritt
der Proteintemplat-gesteuerten Bildung von 42 wurde mittels
Extracted-Ion-Chromatographie unter Verwendung eines
QTOF-Detektors quantifiziert. Interessanterweise verlief die
Reaktion des 1,1,1-Trifluorethylesters 40 ohne detektierbare
Hintergrundreaktion und wurde bei einer S-ttigungskon-
zentration des freien Inhibitors 42 von 10 nm auto-inhibiert.
Der Inhibitor zeigte eine bemerkenswerte superadditive Er-
hçhung seiner freien Bindungsenergie (der KI-Wert betrug
29 nm anstelle der erwarteten 3 mm fgr den additiven Fall), die
aus der durch die Fragmentverkngpfung relativ erniedrigten

Abbildung 15. Templat-gesteuerte Bildung des Sulfonamid-Bcl-XL-Inhibitors SZ7TA2 ausgehend vom Sulfonazidfragment SZ7 und Thios-urefrag-
ment TA2.[119] A) Chemisch synthetisierte Referenzverbindung. B) Templat-gesteuerte Reaktion: Fragmente wurden in Gegenwart des Zielproteins
inkubiert; Bcl-XL wirkt als Templat ffr die Bildung von SZ7TA2. C) Hintergrundreaktion: Fragmente wurden ohne Bcl-XL inkubiert; lediglich geringe
Mengen des Produkts entstehen. D) Blockierung der Bcl-XL-Bindungsstelle durch das Bim-BH3-Peptid ffhrt zur Unterdrfckung der Produktbil-
dung. E) Mutiertes Bim-BH3-Peptid hat nur geringe Affinit-t zu Bcl-XL und ffhrt daher nicht zur Unterdrfckung der Templat-gesteuerten Frag-
mentligation.
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Bindungsentropie resultierte. Der Protein-Inhibitor-Komplex
wurde kristallisiert, und die erhaltene hochaufgelçste Struk-
tur ermçglichte es den Autoren, die Templat-gesteuerte
Amidierung im sterischen und mechanistischen Detail zu er-
kl-ren.

6. Diskussion und Ausblick: Gegenwart und
Zukunft der Proteintemplat-gesteuerten Frag-
mentligation

Proteintemplat-gesteuerte Fragmentligationen wurden in
den letzten Jahren als alternativer und erg-nzender Zugang
zu bioaktiven Proteinliganden etabliert. Hinsichtlich einiger
Aspekte konnten dabei bedeutende Fortschritte erzielt
werden. Verbesserte und spezialisierte analytische und bio-
analytische Methoden haben zu einer breiten Anwendung
und einem tieferen Verst-ndnis der Methode beigetragen.
Die Auswahl an mçglichen Ligationsreaktionen wurde kon-
tinuierlich erweitert, und weitere Erg-nzungen zu den Re-
aktionen, die Templat-gesteuert Fragmentligationsprodukte
liefern, sind zu erwarten. Nachdem nun der biophysikalische
Hintergrund, die zugrundeliegende Chemie und tats-chlichen
Anwendungen der Methode besprochen wurden, sind wir
dazu in der Lage, die St-rken und Grenzen der Methode zu
erçrtern. Schließlich werden wir einen Ausblick auf die zu-
kgnftigen Mçglichkeiten und voraussichtlichen Entwicklun-
gen dieser Technik als Teil des Prozesses der Wirkstofffindung
geben.

Der grçßte Vorteil der Proteintemplat-gesteuerten Frag-
mentligationen gegengber anderen Fragment-basierten Me-
thoden ist zweifelsohne die Mçglichkeit, ortsgerichtet und mit
pr-ziser r-umlicher Auflçsung Fragmente zu identifizieren,
die in einer genau definierten Bindungstasche des Proteins
binden. Zwar ist es auch mit anderen Fragment-basierten
Methoden, z.B. durch den Einsatz der Rçntgenkristallogra-
phie oder bestimmter NMR-basierter Methoden, mçglich,
Strukturinformationen zur Bindung eines Liganden zu er-

halten, jedoch kann keine dieser Methoden dazu verwendet
werden, Fragmentassays durchzufghren, die spezifisch auf
eine Bindungsstelle ausgerichtet sind. Die ortsgerichtete
Fragmentdetektion wird dabei durch die Struktur und die so
definierte Bindungsstelle des reaktiven Startfragments er-
mçglicht. Der zweite große Vorteil Proteintemplat-gesteuer-
ter Fragmentligationsassays ist ihre Empfindlichkeit, die
durch die (super-)additive Bindungsverst-rkung von kovalent
verkngpften Fragmenten bedingt ist. Als Resultat davon
kçnnen durch Fragmentligationsassays Fragmente identifi-
ziert werden, die mit anderen Fragment-basierten Methoden
zur Wirkstofffindung nicht oder nur bei sehr viel hçheren
Fragment- oder Proteinkonzentrationen detektierbar sind.
Aus diesem Grund kann die Methode Proteinliganden mit
alternativen Strukturen und erhçhter Ligandeneffizienz lie-
fern. Ein dritter Vorteil liegt in den praktischen und wirt-
schaftlichen Vorzggen des Verfahrens, bedingt durch die In-
tegration von Synthese der Fragmentkombinationen und
Detektion der Bioaktivit-t in einem Schritt. Dies fghrt dazu,
dass der Aufwand und die Ressourcen fgr die chemische
Synthese bioaktiver Liganden erheblich reduziert werden, da
lediglich die bioaktiven Fragmentkombinationen zur weite-
ren strukturellen und funktionellen Validierung nachsynthe-
tisiert werden mgssen. W-hrend im klassischen Hochdurch-
satz-Screening riesige Bibliotheken von Wirkstoff--hnlichen
Molekglen eingesetzt werden, um den chemischen Raum
ad-quat abzudecken, sind bei Fragmentligations-Screenings
kleine Bibliotheken reaktiver Fragmente ausreichend, um
den chemischen Raum aller mçglichen Fragmentkombina-
tionen zu durchmustern.

Eine generelle Voraussetzung der Fragmentligationsas-
says ist, dass ein reaktives Startfragment vorhanden sein muss.
Diese Forderung kann problematisch sein, falls es keinen
geeigneten, bereits bekannten Liganden des Zielproteins
gibt. In solchen F-llen sind komplement-re Methoden, wie
klassisches Screening oder Struktur-basiertes Design, uner-
l-sslich, um einen Ausgangspunkt fgr die Fragmentligation zu
finden.

Abbildung 16. Proteintemplat-gesteuerte Amidierung des Aktivesters 39/40 mit 4-Aminomethylbenzamidin (41) ffhrte zur Bildung des nanomola-
ren Faktor-Xa-Inhibitors.[47] Die Proteintemplat-gesteuerte, hintergrundfreie Reaktion wurde mithilfe eines Bioaktivit-ts-basierten Assays gezeigt
und die auto-inhibitorische Kinetik der Inhibitorbildung durch QTOF-MS nachgewiesen. Die Kristallstruktur des Protein-Inhibitor-Komplexes er-
mçglichte es, den sterischen Verlauf der Templat-gesteuerten Reaktion zu erkl-ren.
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Eine weitere Voraussetzung fgr Proteintemplat-gesteu-
erte Fragmentligationsassays ist, dass eine Ligationsreaktion
verfggbar sein muss, die den relevanten chemischen Raum
abdeckt und zugleich kompatibel mit den verwendeten As-
saybedingungen ist. Wie in den Abschnitten 4 und 5 gezeigt
wurde, steigt die Zahl der Reaktionen, die zur Anwendung im
Rahmen eines Fragmentligationsassays angepasst werden
konnten, stetig an, jedoch ist hier weitere Forschung nçtig, um
weitere der privilegierten Wirkstoff-artigen Fragmentver-
kngpfungen durch Ligationsassays zug-nglich zu machen.
Insbesondere Reaktionen zur Bildung von C-C-Bindungen,
Heterocyclen und direkten Verkngpfungen zwischen cycli-
schen Fragmenten, die h-ufig gber Kreuzkupplungen ent-
stehen, sollten verst-rkt untersucht werden.

Die kritische Evaluierung zeigt, dass Proteintemplat-ge-
steuerte Fragmentligationen bereits heute als eine vielseitig
einsetzbare Methode betrachtet werden kçnnen, die zum
modernen Wirkstofffindungsprozess beitragen und die an-
deren etablierten und erfolgreichen Methoden erg-nzen
sollte. Dies ist besonders der Fall, wenn die spezifischen
Vorzgge der Methode gefragt sind: r-umlich aufgelçstes und
gerichtetes Screening sowie hohe Empfindlichkeit fgr die
Identifizierung neuer Fragmente und die chemische Weiter-
entwicklung von bekannten Proteinliganden.

Die zukgnftige Forschung wird zeigen, ob es die spezifi-
schen Vorteile der Methode ermçglichen werden, klinische
Kandidaten mit verbesserten Eigenschaften hervorzubringen.
Letzten Endes wird die Bedeutung der Proteintemplat-ge-
steuerten Fragmentligationen davon abh-ngen, in welchem
Maße die Methode dazu in der Lage ist, zur großen Verhei-
ßung der Fragment-basierten Wirkstofffindung beizutragen:
bessere Wirkstoffe mit hoher Potenz, Spezifit-t sowie weniger
Zielprotein-unabh-ngigen Nebenwirkungen zu finden.
Wahrscheinlich werden Proteintemplat-gesteuerte Frag-
mentligationen in enger Zusammenarbeit mit anderen Frag-
ment-basierten Methoden sowie der klassischen Leitstruk-
tursuche ihren Beitrag zum Erreichen dieses Ziels leisten
kçnnen. 3ber den praktischen Erfolg der Methode im Pro-
zess der Wirkstofffindung hinaus liefern Proteintemplat-ge-
steuerte Fragmentligationen jedoch auch leistungsf-hige und
gberaus attraktive Forschungs- und Lehrbeispiele, die uns
beibringen, wie Teilstrukturen eines Molekgls additiv wech-
selwirken, um so hochaffine Proteinliganden bilden zu
kçnnen. Damit hilft uns die Methode zu verstehen, wie mo-
lekulare Erkennung die Molekgle des Lebens funktionieren
l-sst und wie molekulare Evolution ablaufen kann.
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